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บทคดัย่อ 

ศึกษารูปแบบพันธุกรรมและความชุกท่ีเป็นปัจจุบันของโรคอัลฟาธาลัสซีเมีย  ในหญิงตั้งครรภ ์
ทอ้งแรกท่ีมีภูมิล าเนาอยูใ่นภาคเหนือของประเทศไทยจ านวน 638 ราย ดว้ยวิธีมาตรฐานแก็ปพีซีอาร์ 
และพีซีอาร์-อาร์เอฟแอลพี จากการตรวจรูปแบบพนัธุกรรมของโรคอลัฟาธาลสัซีเมีย พบวา่เป็นพาหะ
และโรคอลัฟาธาลสัซีเมียจ านวน 229 ราย คิดเป็น 35.89% สามารถจ าแนกไดเ้ป็น 1) โรคฮีโมโกลบิน
เอชจ านวน 18 ราย (2.82%) 2) พาหะชนิดอลัฟาศูนยจ์  านวน 78 ราย (12.23%) 3) พาหะอลัฟาบวกชนิด 
3.7 กิโลเบสจ านวน 99 ราย (15.52%) 4) พาหะโฮโมไซกสัอลัฟาบวกชนิด 3.7 กิโลเบสจ านวน 5 ราย 
(0.78%) 5) พาหะอัลฟาบวกชนิด 4.2 กิโลเบสจ านวน 2 ราย (0.31%) 6) พาหะอัลฟาบวกชนิด
ฮีโมโกลบินซีเอสจ านวน  27 ราย (4.23%) การศึกษาน้ีพบความชุกของรูปแบบพันธุกรรมใน
โรคอลัฟาธาลสัซีเมียท่ียงัคงมีค่าสูงและวิธีมาตรฐานท่ีใช้ตรวจหามีขอ้จ ากดั จึงมีความจ าเป็นตอ้ง
พฒันาวิธีท่ีท  าได้ง่าย ไม่ซับซ้อนและสามารถใช้ตรวจหาโรคอลัฟาธาลัสซีเมียได้ เม่ือน ารูปแบบ
พนัธุกรรมชนิดต่างๆ ของอลัฟาธาลสัซีเมียมาวิเคราะห์เพื่อให้ค  าปรึกษาทางพนัธุกรรมแก่คู่สมรสท่ีมี
ปัญหาของโรคพนัธุกรรมชนิดน้ี ก็จะช่วยให้การป้องกนัและการควบคุมโรคน้ีไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ
ดียิ่งข้ึน การศึกษาก่อนหน้าน้ีใช้วิธีทางภูมิคุม้กนัโดยใชโ้มโนโคลนอลแอนติบอดีจบักบัฮีโมโกลบิน
บาร์ทส์ในเลือด ซ่ึงปริมาณฮีโมโกลบินบาร์ทส์ในเลือดน้ีใช้เป็นดชันีบอกชนิดของอลัฟาธาลสัซีเมีย
ได้ แต่มีข้อบกพร่องของการใช้โมโนโคลนอลแอนติบอดีท่ีสร้างและหลั่งจากเซลล์ไฮบริดโดมา 
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กล่าวคือเม่ือเล้ียงเซลล์ไฮบริดโดมาเป็นเวลานาน เซลล์อาจจะสูญเสียความสามารถในการสร้างและ
หลัง่โมโนโคลนอลแอนติบอดีได ้เทคนิครีคอมบิแนนท์ดีเอ็นเออาจจะเป็นทางเลือกท่ีดีในการแกไ้ข
ขอ้บกพร่องของปัญหาดงักล่าวได ้จึงไดท้  าการศึกษาวิจยัโดยใช้เทคนิคน้ีในการสร้างรีคอมบิแนนท์
แอนติบอดีชนิดเอสซีเอฟวจีากเซลลไ์ฮบริดโดมาท่ีสร้างและหลัง่โมโนโคลนอลแอนติบอดีจ าเพาะต่อ
ฮีโมโกลบินบาร์ทส์ เร่ิมตน้โดยการโคลนยีนท่ีก าหนดการสร้างสายวีเอชและวีแอลของแอนติบอดี
และพิสูจน์ดว้ยการหาล าดบัเบส น ายีนวีเอชและวีแอลมาต่อเขา้ดว้ยกนัโดยใช้ตวัเช่ือมโยงขนาดสั้ น
แลว้สอดแทรกเขา้ไปในพลาสมิด หลงัจากน าพลาสมิดเขา้สู่เซลล์แบคทีเรียอีโคไลและเล้ียงแบคทีเรีย
ให้ผลิตโปรตีนได้รีคอมบิแนนท์แอนติบอดีท่ีมีกรดอะมิโนฮิสติดินเช่ือมต่อ พบว่าเซลล์แบคทีเรีย
สร้างรีคอมบิแนนทแ์อนติบอดีในรูปท่ีไม่ละลายน ้ า และมีน ้ าหนกัโมเลกุล 28 กิโลดลัตนั หลงัจากท า
บริสุทธ์ิโปรตีนด้วยวิธีโครมาโตกราฟฟีชนิดจ าเพาะและท าให้การพบัม้วนโครงสร้างของ รีคอม
บิแนนทแ์อนติบอดีกลบัไปอยูใ่นสภาพธรรมชาติแลว้ ไดผ้ลผลิตรีคอมบิแนนทแ์อนติบอดีประมาณ 1 
มิลลิกรัมต่อการเล้ียงแบคทีเรียปริมาตร 1 ลิตร เม่ือทดสอบความจ าเพาะของรีคอมบิแนนทแ์อนติบอดี
ดว้ยวิธีทางภูมิคุม้กนั 2 วธีิคือเวสเทิร์นบลอทและอิไลซ่า พบวา่รีคอมบิแนนทแ์อนติบอดีน้ีจบัไดอ้ยา่ง
จ าเพาะกบัฮีโมโกลบินบาร์ทส์ แต่ไม่จบักบัฮีโมโกลบินชนิดอ่ืนๆ ไดแ้ก่ฮีโมโกลบินเอ ฮีโมโกลบิน
เอฟ ฮีโมโกลบินเอส ฮีโมโกลบินอี ฮีโมโกลบินเอสอง และฮีโมโกลบินเอช ทดสอบค่าความไวต่อการ
จบัฮีโมโกลบินบาร์ทส์ดว้ยวิธีดอทบลอทอิไลซ่า มีค่า 5 ไมโครกรัมต่อไมโครลิตร เม่ือค านวณค่าคงท่ี
การชอบจับฮีโมโกลบินบาร์ทส์จากวิธีอิไลซ่า มีค่า 8.31 ± 1.28 x 105 โมลาร์-1 งานวิจัยน้ีพบว่า 
รีคอมบิแนนทแ์อนติบอดีท่ีสร้างข้ึนมีความจ าเพาะต่อฮีโมโกลบินบาร์ทส์สูง อาจจะใช้ทดแทนโมโน
โคลนอลแอนติบอดีได้ และรีคอมบิแนนท์แอนติบอดีท่ีสร้างข้ึนใหม่น้ีอาจจะน ามาพฒันาวิธีทาง
ภูมิคุ้มกนัท่ีมีความไวและความจ าเพาะต่อฮีโมโกลบินบาร์ทส์เพื่อใช้ตรวจหาอลัฟาธาลสัซีเมียใน
ประชากรได ้
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ABSTRACT 

Common genotypes and update data of the prevalence of α-thalassemias were 

determined in 638 northern Thai primigravidarum.  Standard methods for gene analysis, 

gap-polymerase chain reaction (PCR) and PCR-restriction fragment length 

polymorphism (RFLP), were used for the identification of-thalassemia genotypes.  

The overall prevalence of -thalassemias was 35.89% (229/638 samples) and could be 

classified into: 1) deletional HbH disease (--SEA/-3.7 for 18 samples (2.82%);  

2) heterozygous 0-thalassemia --SEA type (--SEA/) for 78 (12.23%);  

3) heterozygous+-thalassemia-3.7 type (-3.7/) for 99 (15.52%); 4) homozygous 

+-thalassemia-3.7 type (-3.7/-3.7) for 5 (0.78%); 5) heterozygous +-thalassemia  

-4.2 type (-4.2/ for 2 (0.31%); and 6) heterozygous HbCS (CS) for 27 

(4.23%).  Due to the still high prevalence of -thalassemias and the limitation of the 

standard methods, a simple and practical method was essentially developed for the 

determination of -thalassemia genotypes.  Analysis of -thalassemia genotypes 

coupled with genetic counseling for the high risk couples should enable the effective 

prevention and control of this genetic disorder.  Previous studies reported the 

immunoassay using monoclonal antibody for the detection of Hb Bart’s ( in blood 

circulation for the presence of different genotypes of -thalassemias.  However, there 

were disadvantages of hybridoma secreting monoclonal antibody that might be 
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gradually lost the synthesis and secretion of monoclonal antibody during long-term 

cultivation.  Recombinant DNA technology seemed to be a good choice to solve the 

mentioned problems.  This technology was used to generate a novel recombinant scFv 

antibody derived from mouse hybridoma producing monoclonal antibody highly 

specific to Hb Bart’s.  The genes encoding variable regions of the heavy (VH) and light 

(VL) chains were cloned and identified by DNA sequencing.  The VH and VL genes 

were connected via a short linker to form the full length VH-linker-VL construct and 

ligated into pET28a(+).  The His tag-scFv fusion protein was expressed in E. coli and 

purified by affinity chromatography.  The recombinant scFv antibody was mostly 

expressed as inclusion bodies with the predicted molecular weight of 28 kDa.   

After purification and refolding, the yield of scFv antibody was estimated to be about  

1 mg per liter of bacterial culture.  This scFv antibody was very specific by reacting 

with Hb Bart’s (γ4) but not cross-react with HbA (α2β2), HbF (α2γ2), HbS (α2β2
S),  

HbE (α2β2
E), HbA2 (α2δ2) and HbH (β4), as determined by Western blot and indirect 

ELISA.  The detection sensitivity of this scFv antibody was 5 g/L of Hb Bart’s, as 

determined by dot blot ELISA.  The affinity constant of scFv antibody to Hb Bart’s was 

8.31 ± 1.28 x 105 M-1, as evaluated by indirect ELISA.  The produced scFv antibody 

with high specificity to Hb Bart’s might be used as an alternative to the parent 

monoclonal antibody.  This novel recombinant scFv antibody might be useful in 

development of a sensitive and specific immunoassay for diagnosis of -thalassemias in 

population. 

  


